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Mutationen und Krebs

In der Genetik werden drei Typen von Mutationen unterschieden: Genmutationen,
Chromosomenmutationen und Genommutationen. Gen- und Chromosomenmutationen gehen
auf spontane oder induzierte Schéaden in der DNS zuriick. Chromosomenmutationen sind
mikroskopisch erkennbare Veranderungen der Chromosomenstruktur, die auch
Chromosomenaberrationen (CA) genannt werden. Bei Genommutationen liegen abweichende
Chromosomenzahlen vor (Polyploiden und Aneuploidien), die meist auf Stérungen des
Spindelmechanismus beruhen.

Die weitaus meisten Studien zu méglichen Erbgut schadigenden Wirkungen hochfrequenter
elektromagnetischer Felder (HF-EMF) wurden mit cytogenetischen Methoden an
menschlichen und tierischen Zellen in vitro, seltener auch in vivo durchgefihrt, wobei CA
und daraus abgeleitete Effekte untersucht werden. Hintergrund fur derartige Studien ist die
enge Korrelation zwischen mutagenen und karzinogenen Wirkungen.

In Zellen vieler Tumoren kommen typische chromosomale Veranderungen vor, die fir die
Entstehung der Tumoren von zentraler Bedeutung sind (Mitelman et al., 1997; 2007a, b;
Adhvaryu, 2007). Erhdhte CA Frequenzen in kultivierten Lymphozyten des Menschen sind
mit einem signifikant erhdhten Krebsrisiko korreliert (Bonassi, 2007). Positive Befunde zu
mdglichen mutagenen Wirkungen von HF-EMF waren somit auch ein deutlicher Hinweis auf
eine karzinogene Wirkung dieser Felder.

Chromosomenaberrationen (CA)

Chromosomen bestehen hauptsachlich aus DNS und Proteinen. VVor der DNS Synthese (G1-
Phase des Zellzyklus) enthélt jedes Chromosom eine Chromatide mit einem durchgehenden
DNS Molekul, das wahrend der DNS Synthese (S-Phase des Zellzyklus) repliziert wird. Am
Ende der S-Phase besteht jedes Chromosom zwei Chromatiden mit jeweils wieder einem
DNS Molekul. Nach der S-Phase folgt eine kurze G2-Phase, und danach die Mitose, in deren
Verlauf die Chromatiden der Chromosomen auf die Zellpole verteilt werden. In der folgenden
G1-Phase enthalt jedes Chromosom wieder eine Chromatide mit einem DNS Molekil. Auch
ohne Einwirkung von mutagenen Agenzien (Mutagenen) kommt es regelméf3ig zu Schéden in
der DNS, die von den zelluldren Reparaturenzymen meist so repariert werden, dass der
vorherige Zustand wieder hergestellt wird (Klungland and Bjelland, 2007; Vilenchik and
Knudson, 2003). Seltene Fehler bei der Reparatur kénnen zu CA fiihren (spontane CA
Frequenzen). Werden zusétzliche DNS-Schéaden induziert, nehmen Reparaturfehler
(Misrepair) und damit CA Frequenzen zu. Eine signifikante Erhéhung der CA Frequenzen
nach Einwirkung eines Agens, ist ein Nachweis dafiir, dass dieses Agens DNS Schaden
induziert und somit mutagen und karzinogen ist. CA induzierende Agenzien induzieren auch
Genmutationen, die mit entsprechenden Methoden ebenfalls an somatischen Zellen analysiert
werden konnen.



CA entstehen aus Briichen in beiden Strangen der DNS (Doppelstrangbriiche: DSB). Nur
wenige Mutagene induzieren direkt DSB, hierher gehdren ionisierende Strahlen. Die meisten
Mutagene fuihren zu Schéadigungen in einzelnen DNS Stréngen (Single-Strand Lesions: SSL),
wie etwa Basenschéaden. SSL konnen in der S-Phase dann zu DSB umgeformt werden, wenn
sie die DNS Synthese behindern. Dabei entstehen DSB in dem DNS Strang, der die SSL
enthalt. Viele der induzierten DSB und SSL werden wie spontan auftretende DNS Schéden so
repariert, dass sie in den Chromosomen keine sichtbaren Verdnderungen hinterlassen.
Allerdings kommt es mit der Zunahme von DNS Schéden immer héaufiger zu Misrepair und
folglich zu CA in den Chromosomen der auf die Induktion der Schaden folgenden Mitose
(Christmann et al., 2007; Goedecke, 2007; Iliakis et al., 2007; Klungland and Bjelland, 2007;
Obe et al., 2002; Pfeiffer et al., 2000; Povirk, 2006). CA fihren in aller Regel dazu, dass die
Zellen nach wenigen Zellzyklen absterben. Die Selektion gegen Zellen mit CA erlaubt somit
nur dann eine sinnvolle Aussage tber Art und Frequenz induzierter CA, wenn die
Untersuchung in der ersten Mitose nach Induktion der CA erfolgt (M1) (von Recklinghausen
et al., 2007).

Direkt induzierte DSB flihren zu CA in der Zellzyklusphase, in der sie induziert wurden. In
G1 entstehen CA vom Chromosomentyp, die in der S-Phase repliziert werden und in der
folgenden Mitose beide Chromatiden in gleicher Weise betreffen. Hierher gehoren
dizentrische Chromosomen (DIC) und zentrische Ringchromosomen, denen jeweils ein
Fragment zugeordnet ist und diejenigen Fragmente, die nach Abzug von jeweils einem
Fragment pro DIC und zentrischem Ringchromosom verbleiben (liberzdhlige Fragmente).
Translokationen, die ebenfalls auftreten, kénnen meist nur mit spezifischen Farbemethoden
(G-Banding; Painting) sichtbar gemacht werden (Obe and Natarajan, 2006; Obe et al, 2002).
Die Uberwiegende Mehrzahl der Mutagene induzieren keine DSB, wohl aber verschiedene
Typen von SSL, die nur dann zu CA fiihren, wenn die DNS in Gegenwart von SSL repliziert
wird. Die Entstehung von CA aus SSL ist somit S-Phase abhangig, nicht aber die Entstehung
von CA aus DSB, die S-Phase unabhéngig ist. Es soll hier nochmals betont werden, dass alle
CA letztlich aus DSB hervorgehen, die entweder direkt in allen Zellzyklusstadien induziert
werden, oder aus SSL in der S-Phase entstehen: DSB sind ultimate L&sionen fur die
Entstehung von CA (Obe und Natarajan, 2006; Obe et al, 2002).

Werden DSB in der S-Phase induziert, kommt es abhéngig davon, ob DSB in noch
unreplizierten, oder in bereits replizierten Bereichen der Chromosomen induziert wurden, zu
CA vom Chromosomen- oder Chromatidentyp. In der G2-Phase entstehen aus DSB
ausschlieBlich CA vom Chromatidentyp. Chromatidentyp-CA sind dadurch gekennzeichnet,
dass stets nur eine Chromatide von der Aberration betroffen ist. Hierher gehéren Chromatid-
Translokationen (RB’), die leicht als kreuzférmige Gebilde erkennbar sind und
Chromatidbriche (B’). Sogenannte Isochromatidbriiche (B*), bei denen beide Chromatiden an
morphologisch homologen Bereichen gebrochen sind, knnen morphologisch nicht von
Chromosomenbriichen unterschieden werden. Wenn B aber gemeinsam mit RB” und B’
auftreten, kann man davon ausgehen, dass sie Aberrationen vom Chromatidentyp sind (Obe
und Natarajan, 2006).

Die Analyse von CA erfordert teilungsfahige Zellen in vitro und in vivo. In vitro
Untersuchungen werden mit menschlichen Lymphocyten und mit verschiedenen primaren
und transformierten Zellen von Saugetieren durchgefiihrt. Fiir in vivo Analysen eignen sich
bevorzugt Zellen des Knochenmarks, oder Keimbahnzellen von Mausen und Ratten.

In vivo Analysen am Menschen kdnnen an Lymphozyten des peripheren Blutes von
exponierten Personen durchgefuhrt werden. Die meisten Lymphozyten des peripheren Blutes
befinden sich nicht im Zellzyklus, sondern verharren in einem inaktiven prasynthetischen
Ruhezustand (GO-Phase). Werden GO-Lymphozyten in Gegenwart eines stimulierenden



Agens (meist Phytohdmagglutinin) in vitro kultiviert, treten sie in den Zellzyklus ein und
werden mitotisch aktiv. Erste Mitosen in vitro (M1) werden nach CA analysiert. Sind CA
Frequenzen bei exponierten Personen im Vergleich zu denjenigen entsprechender
Kontrollpersonen erhoht, weist das auf eine mutagene/karzinogene Wirkung der Exposition
hin (Obe und Natarajan, 2006; Sram and Rossner, 2007).

Mikrokerne

Chromosomenfragmente, oder auch ganze Chromosomen, umgeben sich, wenn sie wéahrend
der Mitose nicht in einen der beiden Hauptkerne gelangen, mit einer eigenen Kernmembran
und bilden Mikrokerne (MN). MN werden nach ihrer Entstehung in zweikernigen Zellen
nachgewiesen, bei denen unter dem Einfluss von Cytochalasin B die Zellteilung, nicht aber
die Kernteilung blockiert wurde (Fenech, 2007). MN mit Chromosomenfragmenten sind ein
Hinweis auf CA. MN mit ganzen Chromosomen sind in der Regel das Ergebnis von
Genommutationen, die meist nicht auf DNS Schaden beruhen. MN mit ganzen Chromosomen
enthalten Ansatzstellen flr Spindelfasern (Zentromere), die mit verschiedenen Methoden
nachweisbar sind (larmarcovai et al, 2006; Obe und Natarajan, 2006). Ohne einen solchen
Nachweis ist der Aussagewert des MN-Tests mindestens bei schwach wirkenden Mutagenen
begrenzt. MN mit zentromerhaltigen CA kdnnen auch nach einer entsprechenden Féarbung
nicht von MN mit ganzen Chromosomen unterschieden werden. Es bleibt somit eine gewisse
Unschérfe bei der Beurteilung von MN. MN Tests kénnen wie CA Tests in vitro und in vivo
durchgefuhrt werden (Fenech, 2007; Hayashi, 2007).

Schwesterchromatidenaustausche (SCE)

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis mutagener Wirkungen beruht auf der Analyse von
Schwesterchromatidenaustauschen (SCE). SCE werden dadurch sichtbar gemacht, dass die
chromosomale DNS differenziell mit einem Basenanalogon (meist 5-Bromdeoxyuridin)
substituiert wird, indem man die Zellen etwa flr zwei Zellzyklen in Gegenwart des
Analogons kultiviert. Eine unterschiedliche Farbung der Chromatiden mit Giemsa-Farbe
kommt dadurch zustande, dass sich die Chromatide, in der beide DNS-Strange substituiert
sind, hell und die Chromatide, in der nur ein DNS-Strang substituiert ist, dunkel farbt. SCE
erkennt man an einem reziproken Austausch zwischen dunklen und hellen Chromatiden. SCE
resultieren aus einer in der S-Phase erfolgten Reparatur von SSL, sie entstehen somit S-Phase
abhangig. SCE sind selbst keine Mutationen, zeigen aber an, dass DNA Schaden vorhanden
waren, die repariert wurden (Wojcik and Obe, 2007). Der SCE-Test wird meist in vitro
durchgefiihrt, in vivo ist er wegen der Notwendigkeit einer differenziellen Substitution der
DNS schwierig. Bei dem SCE-Test sollte bedacht werden, dass das in der DNS eingebaute
Basenanalogon Uber eine Reaktion mit dem Testagens das Testergebnis beeinflussen kdnnte.

Comet Assay

Der Comet Assay wird haufig bei Untersuchungen zu mdglichen mutagenen Wirkungen von
HF-EMF eingesetzt. Hierbei werden Zellen auf Objekttragern in einem Gel eingeschlossen
und einer Elektrophorese unterworfen. DNS-Schaden wie Briiche in einzelnen oder beiden
DNS-Strangen oder Alkali-sensitive Stellen fiihren dazu, dass DNS-Fragmente aus den
Zellkernen in Richtung der Anode wandern. Die entstehenden kometenartigen Strukturen,
dienen als Nachweis fir DNS Schéaden. Spezifische Aussagen Uber die Natur dieser Schéden
sind nur in speziellen Féallen méglich (Maller, 2007; Miiller et al., 2004).



Mutagene Wirkungen von HF-EMF

HF-EMF induzieren keine DSB, eventuell auftretende positive Befunde in cytogenetischen
Tests mussten somit auf SSL beruhen. Wie SSL von HF-EMF induziert werden konnten ist
unklar. In HL-60 Zellen wurde nach Exposition mit HF-EMF von Fitzner und seinen
Mitarbeitern eine Zunahme von Sauerstoffradikalen (ROS) nachgewiesen, die zu SSL flhren
konnten (REFLEX, 2004). Die Induktion von ROS unter dem Einfluss von HF-EMF tritt
offenbar nur in spezifischen Zelltypen auf (Schlatterer et al., 2007) und kann somit nicht als
eine generelle Erklarung fur mogliche mutagene Wirkungen von HF-EMF herangezogen
werden. Dafir spricht auch, dass die meisten Studien zu mutagenen Wirkungen von HF-EMF
negative Ergebnisse erbracht haben.

Wirden SSL nach Einwirkung von HF-EMF in der G1 Phase entstehen und wirden CA in
M1 analysiert, mussten CA vom Chromatidentyp auftreten und keine DIC (dizentrische
Chromosomen). DIC wéren hichstens dann zu erwarten, wenn nicht M1 sondern folgende
Zellzyklen, etwa zweite Mitosen (M2) nach der Exposition analysiert wiirden. Unter diesen
Bedingungen kénnten aus bestimmten RB’-Typen DIC entstehen, die dann aber nicht primér
induziert wurden. Ein solcher Befund wiirde eine lange Erholungsdauer nach Exposition
erfordern und der Regel widersprechen, dass qualitative und quantitative Aussagen uber die
CA-induzierende Aktivitat eines Testagens nur in M1 gemacht werden sollten (von
Recklinghausen et al., 2007).

Zur Frage einer moglichen mutagenen Wirkung von HF-EMF wurde eine Vielzahl
wissenschaftlicher Arbeiten publiziert, deren Ergebnisse in mehreren Ubersichtsarbeiten
kritisch gesichtet und bewertet wurden (McNamee and Bellier, 2007; Meltz, 2003; Moulder et
al., 2005; Verschaeve, 2005; Vijaylaxmi and Obe, 2004). Die Ubersichten zeigen, dass die
Ergebnisse der meisten Studien negativ sind. Positive Befunde sind nicht immer iberzeugend,
weil etwa Temperatureffekte nicht ausgeschlossen werden kénnen, oder notwendige
Kontrollen nicht durchgefiihrt wurden. Zudem konnten positive Ergebnisse oft nicht bestatigt
werden (Scarfi und Bersani, 2007; Speit et al, 2006).

Wenn EMF tatséchlich mutagen sein sollten, dann dirften die Effekte eher gering sein, was
an Versuchsdurchfiihrung und Auswertung hohe Anforderungen stellt. Replikationen ohne
Ende sind nicht sinnvoll. Gut koordinierte Studien unter Beteiligung mehrer Arbeitsgruppen
mit Erfahrung in der Durchfiihrung und Auswertung cytogenetischer Tests, wie sie von
Vijayalaxmi und Obe (2005) vorgeschlagen wurden, kdénnten zur Aufklarung der immer noch
kontroversen Befunde zu mutagenen Wirkungen von HF-EMF beitragen.
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